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L.
論文内容要旨
緒言
 再生不良性貧血(以下,再不貧)の約90%は特発性で病態・治療法は確立されておらず,厚生
 省の特定疾患に認定されている難病である。骨髄移植の前処置に用いたATG等が患者造血を回
 復させた事から,その一部に免疫機序の関与が考えられており,現在では免疫抑制療法が中等
 症・重症に対する重要な治療法となっている。しかし無差別的な免疫抑制療法の有効率は低く,
 重篤な副作用の報告も散見され,免疫機序が関与する症例の適切な検出法が望まれる。invitro
 の検討でも患者丁細胞が造血抑制的に作用するという報告がなされ,この抑制のmediatorとして
 7-IFNが最近注目されているが,抑制機序については一定の見解は得られていない。またin
 vitroの現象とinviVOの免疫抑制療法効果との相関は,検討された多くが正常人骨髄を用い
 た覗allo"の系のためHLA不適合による同種免疫の影響が排除できず結果は必ずしも一致して
 いない。本研究では,症例毎に免疫機序の関与を検討すべく,invitroにおいて患者自己骨髄CFU
 -Eコロニー形成を抑制する丁細胞の検出を試み,invivoでのメチルプレドニゾロン大量療法
 (パルス療法)の効果予知を試みた。また丁細胞によるCFU-E抑制機序に関し,リンパ球表面
 形質,r-IFNおよびTNF一α産生能の3点から検討した。
対象
 未治療例9例を含む再不貧34例で,重症12例,中等症17例,軽症5例である。うち13例でパ
 ルス療法を施行した。
方法
 L自己¢FU-E抑制性丁細胞の検出:'患者骨髄血および末梢血より比重遠心法にて単核球を
 得,Enロゼット法にて再分画した後,骨髄非丁細胞,丁細胞を混合し,Teppermannらの血漿
 凝塊法にてCFU-E培養に供した。丁細胞添加で減少するコロニー数が正常人のmean-2SD以
 下の場合,“抑制例(抑制性丁細胞あり)"と判定した。CFU-Eコロニー数が1クロットあた
 り10ケ未満の場合は判定不能とした。
 2.パルス療法は特発性造血障害研究班のプロトコールに従った。13例中12例でアンドロゲン療法
 を併用した。効果判定は特発性造血障害研究班の基準に準じ,1ケ月目と3ケ月目に行った。
 3.丁細胞による自己CFU-E抑制機序の検討:(1)骨髄血,末梢血リンパ球表面形質
 (OKT4/8比,Leu,Leu11,0KIal,B7,Leu7+Leu11,Leu2+HLA-DR)を
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 Ortho-Spectrum皿にて解析した。(2)末梢血より細胞濃度1×106/耀の単核球を得,10%fcs,
 PHA-P(Difco社)を無添加,および添加した状態で液体培養し,上清中r-IFN濃度を経時
 的に測定した。(3)自己CFU-E抑制性丁細胞検討時に培養上清(CFU-E培養上清)を採取し,
 r-IFN濃度(Centocor社RIAkit),IFN活性(CPE法),TNF一α濃度(ELISA法)
 の測定を行った。
結果
 L自己CFU-E抑制性丁細胞の検出=正常人では,骨髄丁細胞添加で一15.6%～+12.4%,
 末梢丁細胞添加で一26.8%～+21.5%であり(mean±2SD),再不貧34例中11例(32.4%)
 に丁細胞によるCFU-E抑制(骨髄丁細胞添加で一78.2%～一40,3%,末梢丁細胞添加で
 一88.9%～一30.9%)が認められた。前治療の有無,重症度別では,共に有意差はなかった。重
 症例では判定不能が多い傾向にあった。
 2.自己CFU-E抑制性丁細胞の有無とパルス療法の効果:有効率(PR以上)では,1ケ月
 目で差を認めないが,3ケ月目では抑制例6例中4例(66.6%)にパルス療法が有効であったのに
 対し,他の群では全例無効であった(p=0.05)。MR以上の改善でみると,1ケ月目で抑制例
 6例中3例(50.0%)が,3ケ月目で6例全例が反応したのに対し,他の群では全例無効であっ
 ナこ(p=0.01)。
 3,丁細胞による自己CFU-E抑制機序の検討:(1)リンパ球表面形質は抑制例,非抑制例の
 間で有意差を認めなかった。(2)PHA-P無添加液体培養上清中r-IFN濃度の検討では,著明
 高値を示した1抑制例を除き,他の抑制例1例および非抑制例4例でr-IFN産生能は正常人よ
 り低い傾向にあった。PHA-P添加での検討では,抑制例2例,非抑制例4例と正常人7例の
 間で有意差は認めなかった。13)CFU-E培養上清中r-IFN濃度の検討でも,前述の1抑制例を
 除き抑制例5例,非抑制例13例および正常人の間で有意の差は認めなかった。このr-IFN産生
 亢進を認めた1抑制例での検討で,末梢丁細胞添加によるCFU-E抑制は抗r-IFN抗体添加
 により著明に軽減された。TNF一α濃度は抑制例4例,非抑制例4例共に検出限界以下で
 あった。
結 語
 L、.再不貧34例中11例(32.4%)に目己CFU-E抑制性丁細胞を検出した。
 2.自己CFU-E抑制性丁細胞の検出は,パルス療法の効果予知に有用であると考えられた。
 3.丁細胞によるCFU-Eコロニー抑制機序の一部にはmediatorとしてr-IFNが関与する
 と考えられたが,これのみで抑制機序を説明することは困難であった。
 一243一
 審査結果の要旨
 再生不良性貧血は予後の悪い疾患で,厚生省のいわゆる難病の一つである。最近,本症の成因
 として,造血機能を抑制する丁細胞の出現があるのではないかと疑われ始めている。
 三浦明は,主として血液疾患を研究する臨床医であるが,再生不良性貧血の成因を解明する
 ため,本症における丁細胞の機能を分析した。
 研究対象は34例の再生不良性貧血患者である。研究の結果,次のような結論が得られた。
 1.再生不良性貧血34例中11例(32.4%)においてCFU-Eを抑制する丁細胞が検出された。
 ステロイドを衝撃的に大量使用する所謂パルス療法はこのような症例においてよく奏効した。
 2.従ってCFU-E抑制性丁細胞の検出はパルス療法の効果を予知する手段として有用であ
 る。
 3.γ一インターフェロンは抑制性丁細胞検出例に高い例が多かったが,CFU-E抑制能と
 の聞に正相関を示さなかった。γ一インターフェロンはCFU-E抑制機序に関係すると考えら
 れるが,そのほかにも抑制機序が存在するものと考えられた。
 以上,この三浦明の研究は,難病の一つ再生不良性貧血において,多数の臨床例を調べ,新
 しい免疫学的手法を駆使して,本症の病因を解明しようとしたものであり,少なからざる症例に
 おいて,赤血球系幹細胞の増殖を抑制する丁細胞の存在を証明したものである。
 さらにこの丁細胞の抑制のメディエーターとしてγ一インターフェロンが関与することも突止
 めた。従ってこの研究は,再生不良性貧血の病因の一部を解明したものと言える。この知見に
 よって,ステロイド療法の奏効する理由も判明し,如何なる症例が衝撃療法の適応となるかも予
 知できるようになった。
 よってこの研究は充分学位に相当するものと考える。
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